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糖 在 猕猴 精子 低温 冷冻 保存 过 程 中 的 作用 
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摘要 : TTE 或 TEST HKRATI T SEP ERMAR, RGEROR[ TET Bod PORERELA BS Inl. ae 
实验 利用 透射 电镜 技术 检测 这 2 PARTRA TORR a E CS TURO EAE, ULULER RETE ORAE GERE 
中 的 作用。 结果 表明 ， 冷 床 复 苏 过程 对 精子 结构 产生 了 影响 ，TTIE A RRT RR T B9 3180 00 CBE HH LP 
许 钙 实 或 泡 化 现象 ， 但 精子 的 顶 体 、 核 或 是 精子 尾部 的 结构 与 鲜 精 的 结构 基本 相似 。 狂 猴 精 子 经 TEST 法 低温 
保存 后 ， 大 部 分 精子 结构 则 发 生 了 肯 显 的 变化 ， 精 子 膜 、 顶 体 和 精子 核 明 显 泡 化 、 损 伤 或 破裂 ， 精 子 尾 部 不 能 
分 辨 出 正常 的 超 微 结构 。 这 提示 ， 可 能 由 于 TTE 防冻 液 中 复杂 的 糖 成 分 在 降温 /复苏 过 程 对 精子 起 到 了 较 好 的 
协同 冷冻 保护 作用 ; 而 TEST 防冻 液 中 单一 的 糖 成 分 不 能 完全 保护 精子 避免 低温 损伤 ， 低 温 保 存 过 程 破坏 了 精 
子 的 结构 ， 并 影响 了 复苏 后 精子 体外 存活 能 力 与 受精 能 力 。 
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而 非 S3 的 一 类 。 目 前 我 室 对 HNTX-Y 的 氨基 酸 序 
列 测 定 工作 正在 进行 中 ， 以 期 对 HNTX- V 抑制 钠 通 
道 的 活性 原理 作 更 为 详细 的 阐述 。 另 外 ， 海 南 捕 鸟 
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Function of Sugars During Cryopreservation 
of Rhesus Macaque ( Macaca mulatta ) Spermatozoa 


LI Xi-long, SI Wei, WANG Hong. ZOU Ru-jin, JI Wei-zhi! 


(Kunming institute of Zoology , the Chinese Academy of Sciences, Kunming, Yunnan 650223, China ) 


Abstract: This study was conducted to evaluate the cryoprotective function of sugars in two freezing media (TTE 
and TEST) by comparing the spermatozoa morphologic change of rhesus monkey before and after crvopreservation using 
transmission electron microscopy. The results showed that the structure of acrosome integrity, nuclear and tail of most 
spermatozoa cryopreserved with TTE was similar with that of fresh spermatozoa, except for the slight swell of plasma mem- 
brane. However, in spermatozoa cryopreserved with TEST, the plasma membrane were fluctuated, awelled and hroken, 
the acrosome integrity and nuclear were damaged, and the structure of tail were changed significantly. It demonstrated that 
TTE is a suitable freezing media for rhesus monkey spermatozoa cryopreservation. Sugars exert cryoprotective roles by pro- 
tecting the intact of plasma membrane and acrosome integrity, but the protective roles of sugars are significant different. 


Key words: Rhesus macaque: Spermatozoa; Cryopreservation; Ultrastructure 


非 人 灵 长 类 与 人 类 的 亲缘 关系 接近 ， 其 形态 结 
构 、 生 理 特性 或 行为 特征 与 人 类 有 许多 相似 之 处 ， 
是 生物 学 、 医 学 、 药 理学 、 心 理学 或 人 类 学 研究 中 
较 理想 的 动物 模型 。 因 此 ， 低 温 保 存 非 人 灵 长 类 精 
子 、 建 立 其 配子 库 ， 将 进一步 促进 人 类 胚胎 学 的 研 
A, 为 研究 人 类 健康 等 问题 提供 依据 ， 并 为 许多 珍 
稀 ， 濒 危 的 非 人 灵 长 类 动物 配子 库 的 建立 提供 技术 
借鉴 。 

自从 1949 年 Polge et al. 用 甘油 作为 防洪 剂 成 
功 保存 精子 以 来 ， 现 在 虽然 有 许多 种 类 的 非 人 灵 长 
类 动物 精子 已 经 被 成 功 的 低温 保存 ， 如 狗 猴 (Si er 
al., 2000; Leverage et al., 1972), RÆ (Sankai 
et al., 1994; Toller et al., 1990). H Æ $ 
(Sankai et al., 1997). t BU% (Denis et al., 
1976). WEJ (Gould & Styperek, 1989; Younis et 
al., 1998), KJE (Lambert et al., 1991) 等 。 
但 是 ， 非 人 灵 长 类 精子 冻 存 成 功 的 例子 目前 并 不 
多 , 这 主要 是 因为 非 人 灵 长 类 精子 非常 脆 纶 
(Gould & Styperek，1989)。 因 为 在 降温 过 程 中 受到 
降温 速率 的 影响 ， 细 胞 内 冰晶 的 形成 或 是 溶液 中 电 
解 质 浓度 的 变化 ， 造 成 细胞 毒性 或 是 渗透 性 损伤 ， 
精子 膜 蛋白 变性 ， 通 透 性 改变 ，、 最 后 导致 精子 被 膜 
或 内 部 结构 肿胀 或 破损 ,精子 复苏 后 的 存活 率 降 
低 ， 受 精 率 也 一 并 降低 (Parks & Graham, 1992; 
Cury, 2000; 于 新 德 ，1995; 其 光明 等 ，1995)， 
因此 ,合理 的 选择 防冻 剂 及 配置 合适 的 防冻 液 ， 对 
于 精子 的 低温 保存 至 关 重 要 。 滩 透 性 防冻 剂 甘油 的 
主要 作用 是 降低 溶液 的 冰点 ， 结 合 水 分 子 ， 发 生 水 
合作 用 , 或 是 使 溶液 的 粘性 增加 ， 悔 化 水 的 结晶 六 


程 ， 减 少 冷 冻 和 解冻 过 程 中 细胞 渗透 性 损伤 和 冰 昂 
形成 ， 进 而 达到 保护 的 目的 。 非 渗透 性 的 防冻 剂 如 
HAR FLE SURE, REBERURDEHBESS VE T ERE 
的 渗透 讨 ， 使 细胞 脱水 减少 冰 唱 的 损伤 
(Friedler et 邓 .，1988) ， 糖 类 还 通过 其 羟基 与 膜 磷 
脂 的 磷酸 基 团 形成 氢 键 取代 膜 周围 的 水 分 子 ， 防 止 
冷冻 造成 的 细胞 损伤 。 同 时 ， 糖 与 质 膜 故 脂 之 间 的 
这 种 氢 键 结构 降低 了 膜 磷 脂 的 相 变温 度 (Strauss & 
Hauser, 1986; Strauss et al.. 1986), 减少 了 冷冻 引 
起 的 膜 融 合 、 破 裂 的 发 生 ， 起 到 膜 稳定 剂 的 作用 
(Crowe et al., 1986) 。 还 有 研究 发 现 不 同 精 对 精子 
的 低温 保护 作用 存在 差异 (Leeuw et al., 1993), 
我 们 实验 室 在 冷冻 大 额 牛 的 精子 时 也 发 现 了 这 一 现 
象 ， 而 且 还 发 现 不 同 糖 之 间 的 配合 使 用 能 起 到 协同 
防冻 作用 ‘ 文 端 成 等 ，1999)。 不 同 动物 的 精子 对 
防冻 旗 的 要 求 不 同 ， 因 此 要 根据 不 同 的 情况 选择 不 
同 的 防冻 剂 。 

本 实验 室 比较 了 2 种 不 同 的 防冻 液 TTE 和 
TEST 对 猕猴 精 子 的 冷冻 保存 效果 (Si et al., 
2000)。 结 果 表 明 ，TTE 有 较 好 的 冷冻 保护 作用 ， 
虽然 独力 冷冻 精子 复苏 后 活 率 下 降 ( > 509). fH 
仍 可 进行 体外 受精 ， 受 精 后 的 胚胎 能 发 育 至 厢 胚 ， 
但 经 TEST 防冻 液 低 温 保 存 后 精子 活力 显著 下 降 
(<17%)， 已 经 不 适合 于 进行 体外 受精 实验 。TTE 
和 TEST 防冻 液 组 成 的 主要 不 同 之 处 在 于 防冻 液 中 
糖 成 分 的 不 同 ， 是 否 不 同 的 糖 在 猕 儿 精子 冷冻 保存 
过 程 中 起 到 不 同 的 保护 作用 ， 本 研究 对 用 TTE 或 
TEST 冷冻 保存 前 后 的 猕 疙 精子 超 微 结构 进行 观察 ， 
以 阐明 糖 成 分 在 低温 保存 过 程 中 的 作用 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 精液 的 采集 

猕猴 精液 用 阴茎 电 刺 激 采 精 法 获得 。 选 择 健 康 
成 年 雄性 猕猴 ， 肌 肉 注射 毛 氨 酮 (4 mg/kg HR) 
麻 醇 ， 通 过 阴茎 电极 用 美国 Grass 公司 产 的 S44 型 
方 波 发 生 器 刺激 ， 采 和 集 到 精子 样品 ,经 镜 检 精液 达 
到 常规 检验 标准 (精子 密度 11.5 x 105; 活动 度 > 
80%) 后 用 于 低温 保存 实验 。 
1.2 防冻 液 组 成 

TTE 和 TEST 防冻 液 的 组 成 见 表 1。 


X1 TTE 和 TEST 防冻 液 的 组 成 
Table 1 Composition of freezing media TTE and TEST 


TTE TEST 
(g/I00mL) — (g/100mL) 
N-— (EHE) 甲 基 - 2- 


SEC ERE Tes ir NM 
三 总 甲 基 氨 基 甲 烷 Tns 0.2 1.027 
蛋黄 Egg yolk (mL! 20 30 
葡萄 晴 Glucose 2 上 
乳 精 Lactose 2 
HEEE Raffinose 0.2 
TEX Penicillia-G (IU) 10 000 10 000 
WEEE Sueptomycnm sulfate 0.005 0.005 


1.3 Ti BUR ARF 

TTE 法 冷冻 过 程 主 要 参照 Sankai etal. (1994) 
的 方法 进行 。 采 集 的 精液 液化 后 ， 室 温 下 用 不 含 甘 
油 的 TTE 防冻 液 1:9 稀释 后 ,在 4 CEE 2h, RE 
用 相同 体积 的 含 体 积分 数 10% 的 甘油 的 TTE 防冻 
液 进行 稀释 ， 在 30 min 内 使 防冻 液 中 甘油 的 体积 
分 数 达 到 5%。 稀 释 精 液 装 人 冷冻 麦 管 封口 后 在 4 
CER 30 min， 将 麦 管 置 于 液 氮 面 上 方 5 em 处 降 
ili 10 min 后 直接 投 人 液 氨 中 保存 。 

TEST 法 冷冻 过 程 主 要 参照 Tollner et al. 
(1990) 的 方法 进行 。 液 化 后 的 精液 用 不 含 甘油 的 
TEST 防冻 液 室温 下 按 1:9 稀释 ,平衡 2h， 再 用 相 
同体 积 的 含有 体积 分 数 6% 的 甘油 的 TEST Di 
进一步 稀释 ， 在 30 min 内 使 甘油 的 最 终 体 积分 数 
达到 3%， 装 管 封口 后 4 所 平衡 2h. 冷冻 麦 管 置 于 
液 氨 面 上 上方 5 cm 处 水 平平 衡 10 min 后 ， 直 接 投 人 
液 氮 中 保存 。 

1.4 冷冻 精液 的 复苏 

冷冻 精液 从 液 氮 中 取出 后 ， 直 接 投入 37 乞 水 
浴 中 并 搅动 麦 管 使 精子 复苏 。 

1.5 体外 受精 


收集 猕 钨 卵巢 ， 挑 选 出 未 成 熟 卵 细胞 ， 用 CM- 
RL-1066 进行 体外 成 熟 培 养 。 当 卵 母 细 胞 排出 第 一 
极 体 时 用 于 体外 受精 实验 。 复 苏 后 的 精子 经 洗 精 液 
离心 洗涤 后 ， 以 1~ 2 x 107 个 xmL 在 预先 平衡 的 获 
能 液 中 培养 2 ~ 4 h， 在 获 能 液 中 加 入 终 浓度 为 1 
mmol 的 咖啡 因 和 dbcAMP 使 精子 获 能 。 获 能 精子 
与 卵 母 细胞 共 培 养 12h 后 ， 将 出 现 2 个 原核 的 卵 
细胞 移 人 CMRL-1066 + 20% 胎 牛 血 清 的 培养 液 中 
再 培养 156 ~ 180 h。 观 察 肛 胎 发 育 至 更 且 的 能 力 并 
记录 (Si etal., 2000)。 
1.6 结果 的 统计 分 析 

实验 结果 以 平均 值 + 标准 差 表 示 。 活 率 进行 平 
方 根 的 反正 强 转换 ， 然 后 通过 最 小 显著 差 数 法 比较 
数据 的 差异 显著 性 。P < 0.05 时 表明 差异 显著 。 
1.7 透射 电镜 观察 样品 的 制备 

将 复苏 后 的 精液 移 人 离心 管 中 ， 离 心 10 min 
(4000 r/min), FLARE, HEET AH 
3 名 的 皮 二 醛 固 定 ， 乙 醇 系 列 脱水 ，FEpon812 包 埋 ， 
LKB 超 薄 切片 机 切片 ,醋酸 铀 和 构 格 酸 铅 染色 ， 
电镜 观察 。 新 鲜 精 子 的 样本 数 为 2， 而 经 TTE 法 或 
TEST 法 抵 温 保 在 后 的 精子 样本 数 各 为 4。 


2 d 果 


2.1 TTE 或 TEST 法 低温 保存 畏 子 复苏 后 的 人 工 

授精 

猕猴 精子 冷冻 前 的 活 率 为 86.4%， 用 TTE 法 
或 TEST 法 冷冻 后 的 活 率 分 别 为 55.$ 和 和 17.296. 
用 TTE 法 冷冻 后 的 精子 活 率 明显 高 于 TEST 法 (P 
<0.05)。 用 TTE 法 冷冻 复苏 后 的 精子 进行 体外 受 
精 实验 ， 其 受精 率 及 谢 胚 发 育 率 分 别 为 82.1% 和 
39.2%。 由 于 用 TEST 法 冷冻 后 的 精子 复苏 后 活 率 
RR, 已 经 不 适合 于 再 进行 体外 受精 实验 。 
2.2 TTE 或 TEST 法 低温 保存 精子 的 头 部 纵 切 面 

电镜 观察 

正常 猕猴 精子 、TIE 和 TEST 法 低温 保存 后 的 
猕猴 精子 头 部 纵 切 面 电镜 透射 观察 结果 见 图 版 工 ; 
1~4。 图 版 工 1 为 正常 精子 头 部 的 维 切面 ， 精 子 头 
部 的 精子 膜 、 项 体 及 精子 细胞 核 清 晰 可 见 ， 精 子 膜 
有 小 的 起 伏 变化 。 图 版 了 2 为 TTE 法 低温 保存 后 的 
精子 头 部 的 纵 切 面 ， 可 观察 到 大 部 分 精子 的 精子 膜 
出 现 一 定 的 起 伏 变化 ， 但 顶 体 及 细胞 核 未 见 有 明显 
变化 。 图 版 IT: 3~4 为 TEST 法 低温 保存 后 精子 头 
部 的 纵 切 面 ， 从 图 版 I 3 中 已 经 无 法 明显 分 辨 出 精 
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TR, DES TEE. ER LA 中 精子 核 内 物质 出 
现 不 均匀 分 布 现 象 ， 说 明 在 冷冻 过 程 中 绝 大 部 分 精 
子 的 头 部 遭 到 明显 的 损伤 。 
2.3 TTE 或 TEST 法 低温 保存 精子 的 尾部 横 切 面 

电镜 观察 

图 版 I[: 5 ~ 7 分 别 为 正常 猕猴 精子 、TTE 和 
TEST 法 低温 保存 后 的 猕猴 精子 尾部 的 横 切 面 ， 从 
图 版 15 可 以 看 出 ， 正 常 精 子 尾 部 由 外 向 里 分 别 由 
线粒体 萌 、 外 周 臻 密 纤 维 、 外 周 微 管 和 中 心 微 管 组 
成 ， 其 横 切 面 为 典型 的 9+9+2 结构 。 图 版 16 是 
精子 经 TTE 法 低温 保存 后 的 屁 部 横 切 面 ， 也 是 典 
型 的 9+9+2 结构， 与 正常 精子 没有 明显 区 别 。 图 
版 I7 是 精子 经 TEST 法 低温 保存 后 的 尾部 横 切 面 ， 
尾部 的 精子 外 膜 则 出 现 玻 损 现 象 ， 线 粒 体 鞘 呈 现 不 
规则 分 布 ， 也 无 法 分 辨 出 内 部 的 9+9+2 结 构 ， 说 
明 在 冷冻 过 程 中 精子 尾部 遭 到 明显 的 损伤 。 
3 讨 it 

MERTA TTE 法 低温 保存 后 复苏 ， 其 冷 谎 
前 后 的 精子 活力 分 别 为 86.4% 和 56.5%， 用 冷冻 
复苏 后 的 精子 进行 体外 受精 实验 ， 其 受精 率 和 囊 肛 
率 分 别 可 达到 82.1%% 和 39.2%; 在 体外 培养 12h.， 
其 活 率 仍然 可 以 维持 在 3096 以 上 (Si et al., 
2000)。 说 明 精 子 经 TIE 法 低温 保存 后 ， 甚 活力 虽 
然 有 所 下 降 ， 但 大 部 分 精子 仍然 保持 了 受精 能 力 。 
M TIE 法 冷冻 保存 后 的 精子 经 透射 电镜 观察 ， 大 
部 分 的 精子 顶 体 、 核 及 尾部 结构 未 见 有 明显 变化 ， 
仅 出 现 精 子 腊 的 少量 泡 化 。 这 一 结果 与 体外 培养 及 
体外 受精 结果 相似 ， 说 明 精 子 在 经 TTE 法 冷冻 保 
存 过 程 中 ， 大 部 分 精子 的 膜 受到 防冻 剂 等 溶质 的 渗 
透 影 响 而 出 现 一 些 泡 化 现象 ， 但 是 这 种 泡 化 现象 并 
不 影响 精子 复苏 后 的 体外 存活 能 力 及 受精 后 受精 煞 
的 发 育 能 力 。 精 子 尾部 的 结构 也 未 发 现 有 明显 变 
化 。 

猕猴 精子 经 TEST 法 低温 保存 后 复苏 ， 其 冷冻 
复苏 后 的 活 率 约 为 17.2%， 与 TIE 法 冷冻 保存 后 
的 活 率 差异 显著 (P <0.05) (Si et ad., 2000), 19 
冻 复 苏 后 的 精子 经 透射 电镜 观察 ， 可 发 现 精子 外 腊 
明显 泡 化 甚至 破裂 ， 精 子 外 膜 、 顶 体 及 精子 核 的 结 
构 在 冷冻 过 程 中 受到 严重 损伤 ， 其 正常 形态 发 生 了 
明显 变化 ， 精 子 核 内 床 染 色 质 也 出 现 不 均一 的 分 布 
现象 ， 而 用 TTE 法 低温 保存 后 未 见 到 这 种 现象 ; 
精子 尾部 的 结构 也 发 生变 化 ,线粒体 畏 的 排列 京 


乱 ， 这 些 结构 上 的 变化 可 能 是 导致 复苏 后 精子 存活 
率 及 受精 率 明显 下 降 的 主要 原因 。TEST 防冻 液 的 
组 成 或 是 防冻 模式 在 低温 冷冻 保存 狂 夕 精子 的 过 程 
中 ,使 精子 发 生 了 渗透 性 损伤 或 是 冰晶 的 损伤 ， 导 
致 绝 大 部 分 精子 的 顶 体 、 精 子 膜 或 是 尾部 的 正常 结 
构 受 损 ， 进 而 造成 复苏 后 精子 的 存活 率 及 受精 能 力 
明显 降低 。 说 明 尽 答 TEST H RIAR T REIR 
的 精子 (Toliner et al .，1990) ， 但 它 并 不 适合 于 狂 
猴 精 子 的 低温 保存 。 

精子 膜 在 冷冻 或 复苏 过 程 中 必须 能 够 承受 由 防 
冻 剂 影响 而 造成 的 渗透 压 损伤 及 降温 过 程 中 的 冰晶 
损伤 ， 才 能 在 复苏 后 维持 正常 的 活力 及 受精 能 力 ， 
糖 作为 非 渗透 性 防冻 剂 ， 在 降温 过 程 中 能 溶 于 水 ， 
但 不 能 进 人 细胞， 它 使 溶液 旦 过 冷 状 态 ， 即 在 特定 
的 温度 下 降低 溶质 浓度 ， 从 而 降低 渗透 性 损伤 ， 维 
持 细 胞 上 蜡 的 完整 性 (Chen et al., 1993, Woelders 
etal., 1997): 而 且 不 同 的 糖 在 冷冻 过 程 中 发 挥 不 
同 作 用 (Leeuw et al., 1993; Strauss & Hauser, 
1986; Strauss et al.，1986)， 在 冷冻 保护 液 中 不 同 
类 型 的 糖 类 物质 搭配 使 用 可 以 获得 协同 冷冻 保护 作 
用 《【 文 端 成 等 ，1999)。TTE 和 TEST 2 种 防冻 液 的 
一 个 重要 的 不 同 之 处 在 于 糖 成 分 的 不 同 。TEST H 
冻 液 中 仅 有 1 种 单 糖 葡萄糖):， m TTE 防冻 液 中 
不 但 有 单 精 (WAR, MEHA GLA) 及 三 
糖 〈 棉 籽 糖 )。 通 过 对 比 这 2 种 防冻 液 冻 存 的 猕 次 
精子 的 超 微 结构 ， 提 示 可 能 不 同 的 糖 在 防冻 过 程 中 
发 挥 了 不 同 的 作用 ， 由 于 这 几 种 糖 的 协同 作用 ， 降 
低 了 猕猴 精子 在 降温 及 复苏 过 程 中 受到 的 损伤 ， 因 
而 能 够 维持 其 体外 存活 能 力 及 受精 能 力 。 故 TTE 
法 冷冻 保存 的 效果 明显 比 TEST 法 的 好 。 这 与 我 们 
在 研究 大 额 牛 精液 冷冻 时 的 结果 相似 【 文 端 成 等 ， 
1999)， 说 明 多 种 糖 之 间 存 在 协同 作用 ， 可 以 起 到 
保持 膜 稳定 的 作用 。 但 是 ， 哪 种 糖 在 降温 过 程 中 发 
挥 主要 作用 、 或 是 这 几 种 糖 如 何在 降温 过 程 中 发 挥 
协同 的 保护 作用 ， 还 需要 进一步 的 研究 。 

TTE 5j TEST 除了 糖 成 分 的 差异 外 ， 还 存在 其 
他 一 些 不 同 之 处 ， 即 甘油 的 终 浓度 及 平衡 时 间 、 漫 
度 之 间 的 差异 。TTE 法 加 人 的 甘油 化 浓度 为 5%， 
加 人 甘油 后 平衡 时 间 及 温度 分 别 为 0.5h 和 4C, 
而 TEST 法 加 和 人 甘油 的 终 浓度 为 3% ， 但 平衡 时 间 
及 温度 分 别 为 2h 和 室温 。 因 为 甘油 在 防冻 过 程 中 
对 精子 也 存在 一 定 的 毒害 作用 ， 它 可 以 改变 精子 膜 
结构 ， 干 扰 能 量 平衡 ， 影 响 精 子 的 活力 及 受精 能 力 
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(Fahy, 1986; Hammerstedt er al., 1990), 而且 甘 
油 在 常温 时 对 精子 的 毒害 作用 更 大 (Fiser & Fair- 
full, 1989). TEST 法 中 甘油 的 浓度 虽然 低 于 TTE 


图 版 说 阴 : 


图 版 【Plate I) 

1. 正常 锣 铬 精子 头 部 纵 切 面 (Fresh rhesus macaqgue spermatozoa 
head, longitudinal section) 

2. TTE 法 低温 保存 后 的 长 条 精子 头 部 纵 切 面 〈Postthawed rhesus 
macaque spermatozoa head after cryopreserved in TTE, longitudinal 
section) 

3-4, 经 TEST 1& f PR OPE I EO RARO T SICUT TED. CPostihawed 
rhesus macaque spermatozoa head after cryopreserved in TEST, longi- 
tudinal section) 
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冻 效果 差 的 原因 之 一 。 
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section ) 
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